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[摘要 ] � 为了能利用荧光原位杂交方法来研究植物内生细菌 XG32菌株在植物体内的定殖和分布, 利用 XG32

菌株的 16S rRNA中段特异性序列和 Genbank数据库 ,用 BLAST、DNAclub和 O ligo软件设计了一个在理论上具

有特异性的探针,在优化该探针的杂交条件基础上,通过与 12个亲缘关系相邻和相近的菌株反复杂交来验证探

针的特异性. 结果显示, XG32探针适宜的杂交条件为: 杂交缓冲液中甲酰胺浓度为 35% , NaC l浓度为 1� 2 mo l/

L,杂交温度为 42� ,清洗缓冲液中 NaC l浓度为 0�02m ol/L; 探针与 XG32菌株杂交信号明显,与其他菌株均不能

杂交.综上所述, 设计的探针是 XG32菌株的特异性探针.
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Abstract: F luorescence in situ hybr id ization w as applied to investiga te the cloning and distr ibution of the endophy tic bac-

ter ia stra in XG32 w ith the ro le of grow th-prom oting and d isease contro l in plan ts. F irstly, a spec ific probe w as designed

theo re tica lly at the base on the m id- spec ific sequence o f the 16S rRNA of the stra in XG32 w ith the GenBank da tabase,

BLAST prog ram, DNAc lub so ftwa re and O ligo softw are. Second ly, 12 stra ins wh ich sim ilar o r adjacen t to the stra in

XG32 w ere used to ce rtify the spec ific ity of the probe by repeated hybrid ization in the basis o f the su itab le cond itions o f

hybridization. The results ind ica ted that appropriate cond itions fo r hybridization o f the probe w ere 35% fo rmam ide and

1�2 mo l/L NaC l in hybr idiza tion bu ffer, 42� hybr id iza tion tem pera ture, 0� 02 m o l/L NaC l in w ash ing buffer. The hy-

b rid ization signal was clear betw een the probe XG32 and the stra in XG32. To sum up, the probe XG32 w as the specific

probe o f the strain XG32.
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� � 植物内生细菌 XG32分离自番茄根际, 经鉴定为 P seudom onas f luorescens IV
[ 1]

. 该菌广泛分布于植物根

内, 对植物具有明显的促生作用
[ 2]

. 经拮抗实验、室内人工接种和田间小区试验证实, 该菌对辣椒疫霉具

有明显的拮抗作用,其菌剂可有效地防治辣椒疫霉病
[ 3]

.

在植物体内生活着许多内生细菌, 这些内生细菌能产生多种生物学作用, 如提供植物所需要的营养物

质, 参与植物的防卫功能, 促进植物快速生长, 增强植物抗逆境、抗病害、抗动物危害的能力等
[ 4, 5]

. 植物内

生细菌与植物体之间渐渐形成了一种和谐联合的互利共栖关系.对于植物内生细菌与植物和谐联合作用

的研究,其核心问题在于揭示内生细菌对植物侵染、定殖的机制.尤其是对生防内生细菌而言,明确其侵染

定殖规律对于相关菌剂的开发与应用至关重要.
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20世纪 80年代以来,一些先进的技术手段如抗利福平、氨苄青霉素、卡那霉素等抗生素标记法
[ 6]

, 免

疫技术结合电子显微镜技术
[ 7 ]
和分子生物学技术

[ 8 ]
被应用于内生细菌的检测.在抗生素标记中以抗利福

平标记为主,该法不易丧失其生防性状.吴蔼民等
[ 9]
用抗利福平标记法, 对来自棉花的内生菌 73a在不同

抗性棉花品种体内的定殖消长动态进行了研究. 在免疫技术方面,电镜水平的免疫金染色是目前较理想的

免疫定位方法.刘云霞等
[ 10]
用电镜免疫胶体金方法研究了水稻内生细菌的定位.绿色荧光蛋白 ( GFP)被

认为是当前用于分子生态学研究中最理想的报告基因. 冯娜等
[ 11]
利用 gfp基因检测了豆根瘤菌在饭豆根

部的定殖动态.

荧光原位杂交技术同样也被广泛应用于微生物生态学研究.荧光原位杂交 ( F luorescen t in Situ H ybrid-

ization, FISH )是利用荧光标记的特异核酸探针与细胞内相应的靶 DNA分子或 RNA分子杂交,通过在荧

光显微镜或共聚焦激光扫描仪下观察荧光信号, 来确定与特异探针杂交后被染色的细胞或细胞器的形态

和分布,或者是结合了荧光探针的 DNA区域或 RNA分子在染色体或其他细胞器中的定位.在植物内生菌

的研究中,由于 FISH探针可以特定地与菌株结合发出荧光信号, 进而检测其定位、数量以及与其他菌株

进行区分,因此 FISH技术已越来越多地被用来检测植物内生菌的研究. S tefan Kutter等
[ 12]
利用 FISH技术

检测了沙门氏菌在大麦根部的定殖,表明沙门氏菌在根毛和根表皮的密度很高, 而且可扩散到下方的皮

层. Sandra Lo P icco l等
[ 13 ]
利用 FISH以及激光共聚焦技术,使用细菌通用探针 EUB338原位检测了葡萄叶

片内生细菌的空间分布. 本文利用 XG32菌株的 16S rRNA中段特异性序列, 设计相应的寡核苷酸探针, 并

对其进行特异性验证以及杂交条件优化,为进一步利用探针检测植物内生细菌 XG32在植物体内的分布

和空间位置的研究奠定基础.

1� 材料与方法

1�1� 探针

� � 细菌通用探针 EUB338( 5�- GCTGCCTCCCGTAGGAGT- 3�) [ 14]
.

XG32特异性探针 ( 5�- TCAAGAGGAGCAAGCACCTCTCTA - 3�), 设计方法是:从 G enbank中调取假

单胞菌属各种代表菌株的 16S rRNA序列, 以及非本属的序列, 连同 XG32序列利用 C lustalx软件进行比

对, 从比对结果中找出 XG32序列的特异区域,选取 20~ 30 bp设计探针,然后将设计的探针重新在 NCB I

中进行 BLAST比对,选取与 16SrDNA BLAST比对结果一致的探针, 再用 DNA club软件和 O ligo软件对探

针进行评估,以验证探针的可用性.合成探针时,在探针的 5�端用异硫氰酸荧光素 ( F ITC )标记. 经序列比

对及软件分析,探针 XG32理论上是特异的,其 Tm值为 70� , G+ C含量为 50%.

以上两种探针用 Tris-EDTA溶解,保存浓度为 50 ng /�L
[ 15]

.

1�2� 探针杂交条件优化
首先检测细菌菌株的自发荧光,对照采用通用探针 EUB338.

1�2�1� 载玻片的预处理
载玻片须先经洗衣粉或者洗涤剂清洗,去除载玻片上的杂物, 然后用 1%的盐酸浸泡 24 h, 取出后先

用蒸馏水冲洗 3~ 4次,然后用双蒸水冲洗 2~ 3次,自然晾干.

称取 0�5%的明胶在 70� 的水中溶解,冷至室温,加入 0�05%的 CrK( SO 4 ) 2� 12H2O,完全溶解后, 在

冰浴中冷却.将处理好的载玻片浸入到上述明胶液中,取出风干,放入标本盒中保存.

细菌菌体的固定方法参照文献 [ 16] .

1�2�2� 荧光原位杂交步骤
取 10�L适当浓度稀释的固定菌体悬液于载玻片中央,自然风干. 分别用 50%、80%、96%乙醇依次脱

水 3m in,风干后,加入 1 g /L溶菌酶 40�L,置于 37� 培养箱中 20m in,无菌去离子水冲洗,以除去溶菌酶,

自然风干.再加入 1 m ol /L HC l 40 �L, 置于 37� 培养箱中 20 m in, 无菌去离子水冲洗, 自然风干.加入 2 �

SSC 40 �L,置于 37� 培养箱中 30 m in, 无菌去离子水冲洗, 自然风干. 用 50%、80%、96%乙醇依次脱水 3

m in, 自然风干.取一平皿, 将浸有杂交缓冲液 (不同浓度的 N aC ,l 0�02 m o l/L T ris-HC l( pH 7�2 ), 0�1%
SDS

[ 17]
,不同浓度的甲酰胺 )的滤纸片铺于平皿内, 将上述载玻片放于平皿内, 样品加入 10 �L杂交溶液

(取 1�L探针溶液加入 99�L杂交缓冲液,使杂交缓冲液中的探针浓度达到 0�5 ng /�L) ,用锡箔纸包裹平
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皿后,放入培养箱中, 42� 避光杂交 3 h. 杂交结束后, 用 46� 预热的清洗缓冲液 (不同浓度的 N aC ,l 0�02

m ol /L Tris-H C l( pH 7�6) , 0�005m o l/L EDTA ( pH 8�0), 0�01% SDS) , 46� 清洗 30m in.然后用无菌去离子

水冲洗,自然风干. 立即置于荧光显微镜下观察.

1�2�3� 杂交条件优化
以细菌通用探针 EUB338的杂交条件作为基准,对设计的探针在 4个方面进行杂交条件优化. 选择的

杂交温度是 40� 、42� 、44� 、46� 、48� 和 50� ;选择的杂交缓冲液甲酰胺浓度是 25%、30%、35%、40%、

45%、50% ;选择的杂交缓冲液 NaC l浓度是 0�2 m o l/L、0�5 m ol /L、0�9 m o l/L、1�2 m o l/L、1�5 m ol /L和 2

m ol /L;选择的清洗缓冲液 N aC l浓度是 0�02 m o l /L、0�04 m o l/L、0�06 m ol /L、0�08 m o l/L、0�1 m ol /L、0�15

m ol /L.重复 3次.

1�3� 探针特异性的验证
表 1� XG32探针特异性验证中选用的菌株

Table 1� Strains used in probe specificity verification

菌株编号 (或登录号 ) 拉丁学名

DLJ1( FJ407181 ) P seud om onas f luore scen s b iovar I

CGMCC1�872 P seud omona s pu tida

CGMCC1�1785 P seud om onas aerug inosa

CGM CC 1�1813 Burkhold eria cepacia

CGMCC 1�58 En teroba cter cloacae

CGMCC 1�927 A erom onas hyd roph ila subsp. hydroph ila

CGMCC 1�364 E scherich ia coli

CGMCC1�940 Bac illu s pum ilu s

CGMCC 1�941 Bac illu s mega terium

CGM CC 1�1552 Sa lm one lla sp.

CGMCC 1�879 S taphylococcus aureu s subsp. aureu s

CGMCC1�1000 E rw inia carotovora var. ca rotovora

� � XG32菌株经鉴定是 P seudomonas f luorescens b-i

ovar � [ 1]
.验证菌株见表 1, 选择方法是种内一株,

属内 2株,其余菌株为相邻和相近的各属中一个代

表种,无自发荧光的菌株.

2� 结果与分析

2�1� XG32特异探针杂交条件优化

2�1�1� 菌体自发荧光的检测
� � 菌体的自发荧光实验证实,荧光假单胞菌 XG32

在荧光显微镜下无自发荧光.见图 1.

2�1�2� 杂交温度的优化
在 42� 时, 菌体荧光信号较为清晰. 40� 时, 背

景荧光较强,视野内较为模糊,菌体荧光很弱, 可能

是由于杂交温度较低,探针和不完全配对的核酸序

列形成杂交体的机率高, 使背景内出现的荧光信号

较多,故而视野比较模糊. 温度上升至 42� 以上时,

检测到的荧光信号减弱,推断杂交温度较高,菌体的

结构受到一定的破坏,杂交不完全,探针与菌体不能

很好地结合.因此认为 42� 为 XG32探针的适宜杂

交温度.

2�1�3� 杂交缓冲液中甲酰胺浓度的优化
甲酰胺浓度为 35%时, 菌体荧光信号最为强

烈, 且与背景荧光对比度高, 可以明显区分. 甲酰胺浓度低于 35%时,菌体荧光弱,高于 35%时, 背景荧光

强烈,与菌体荧光对比度弱, 不能明显区别. 因此认为杂交缓冲液中甲酰胺浓度为 35%时最适.

2�1�4� 杂交缓冲液中 N aC l浓度的优化

NaC l浓度为 1�2m o l/L时,菌体荧光信号强烈,背景荧光较弱,可清晰地区别. N aC l浓度为 0�2 m o l/L

时,菌体荧光信号弱,且出现荧光的菌体数量少. N aC l浓度为 2 m ol /L时,背景荧光较强,杂质荧光亮,分析

可能是在高盐状态下,错误配对的杂交体较为稳定,荧光信号多,致使背景较杂乱. 因此认为杂交缓冲液中

NaC l浓度为 1�2m o l/L时最适.

2�1�5� 清洗缓冲液中 N aC l浓度的优化

NaC l浓度为 0�02m o l/L时,分散的单个菌体, 几乎均可看到荧光信号, 背景荧光弱,可摆脱背景荧光

的干扰,推断可能是因为清洗缓冲液中 N aC l浓度低,使非特异性杂交体减少, 提高了杂交的特异性,明显

降低了背景染色.随着 NaC l浓度逐渐升高,菌体的荧光逐渐减弱,背景的荧光逐渐增强, 背景干扰很大. 因

此认为清洗缓冲液中 NaC l浓度为 0�02m o l/L时最适.
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2�2� 探针特异性的验证
设计的探针与 XG32菌株杂交信号明显,而选用的 12株代表性的标准菌株所有菌株与设计的探针杂

交均无荧光信号, 但与通用探针 EUB338杂交时均有荧光信号. 由此可以初步确定 XG32探针对菌株

XG32是特异的. 部分菌株与通用探针 EUB338及与探针 XG32杂交情况如图 3所示.

图 3� ( A )探针 EUB338与部分菌株杂交后的透过 (左 )及荧光 (右 )照片. ( B)探针 XG32与部分菌株杂交后的透过 (左 )

及荧光 (右 )照片.菌株依次为 1P seudomona s f luorescens XG32, 2 P seudomonas f luorescens biovar IDLJ1, 3 P seudomonas aeruginosa,

4 p seudomonas cepa cia, 5 Aeromonas hydrophila subsp. Hydrophila, 6 Bacillus pum ilus, 7 Erwinia caro tovo ra var. caro tovo ra. ( 10� 20)

F ig. 3� ( A ) Brigh t-field im age( left) and fluo rescence image( right) of som e strains hybrid ized w ith the universa l bacteria l probe

EUB338. ( B) Bright-field im age( left) and fluorescence im age( right) of some stra ins hybridized w ith the probe XG32. Stra insw ere

1 Pseudomona s fluorescens XG32, 2P seudomonas f luorescens biova r IDLJ1, 3 P seudomonas a erug inosa, 4 p seudomonas cepacia,

5Aeromona s hydrophila subsp. Hyd rophila, 6Bacillus pum ilus, 7E rwinia carotovora var. carotovora. ( 10� 20 )
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3� 讨论

目前 FISH中使用的寡核苷酸探针主要依据 16S rRNA分子的核苷酸序列来设计. 探针长度一般为 15

~ 30个碱基,通常在 5�端通过共价键与简单荧光染料相连.本文设计的 XG32探针为 24个碱基,标记绿色

的 FITC染料后能顺利地进入菌体内,使菌体呈现绿色,在荧光显微镜下信号比较明显.

F ISH检测的精确性和可靠性依赖于探针的特异性, 由于所采用的寡核苷酸探针一般在 30个碱基以

下, 不适宜的杂交条件会导致碱基错配,一个碱基的错配足以鉴别不同的微生物细胞,这样,序列相近的细

菌会被检测出来,导致特异性降低.因此探针的杂交方法和条件选择很重要.

影响荧光原位杂交的因素很多,其中包括溶菌酶处理时间、HC l处理时间、杂交时间、杂交温度、杂交

缓冲液中重要成分的浓度以及清洗缓冲液中盐浓度等.在杂交过程中, 溶菌酶可破坏细菌的细胞壁,使之

松弛从而让探针更易进入. HC l同样作用于细菌细胞壁, 使探针更易进入菌体,而且还可减少探针非特异

性吸收的背景荧光及杂质产生的荧光
[ 18]

. XG32为荧光假单胞菌,属于革兰氏阴性菌,其细胞壁较薄,细胞

渗透性好,探针较容易进入菌体内.因此,溶菌酶处理和 HC l处理时间无需太长, 20m in即可. 从理论上讲,

核苷酸杂交的有效时间是 3 h左右. 本试验选择的杂交条件时间为 3 h, 通过实验证实其较为适宜. 所以,

针对以上这 3个条件, XG32探针无需进行优化,直接应用于试验即可.但是针对 4个重要条件: 即杂交温

度、杂交缓冲液中甲酰胺的浓度、杂交缓冲液中 N aC l的浓度以及清洗缓冲液中 NaC l的浓度, 不同的探针

所需的杂交条件是不一样的,因此探针使用前需要对这 4个条件进行优化.

杂交效果与杂交的严格度有关.杂交的严格度是指通过杂交及冲洗条件的选择对完全配对及不完全

配对杂交体的鉴别程度. 影响严格度最重要的因素是杂交温度, 而杂交温度又与双股核酸的解离温度

( m elting tem perature, Tm )有密切关系
[ 19 ]

.杂交体 Tm 值每下降 1�2� , 100个碱基对中便会产生一个错误配

对, 所以想要有好的特异性及高严格度,理论上杂交温度应该要尽量和探针与目标核酸序列的 Tm 接近,

一般是在低于 Tm 5� 之范围,此时有良好的严格度和杂交效率
[ 20]

. 原位杂交中,多数 RNA探针需要的 Tm

值是 95� . 过高的杂交温度会使载玻片上已固定的样本受到破坏, 对保持组织形态完整和组织黏附在载

玻片上是不可能的.因此一般原位杂交均将温度降至 46� 进行 [ 21]
. XG32探针杂交温度的优化结果表明

42� 为最佳的杂交温度, 该温度既可以减弱背景荧光, 使菌体荧光突出,也不破坏菌体的结构,使探针与菌

体结合较好,菌体荧光清晰明显.

甲酰胺可以使核酸互补配对碱基间氢键的键结力量减弱, 降低双股核酸的 Tm; 一般每增加 1%的甲酰

胺, DNA /DNA或 DNA /RNA双链的 Tm值减少 0�72� [ 22]
. 因此, 杂交过程中常规要加入一定浓度的甲酰

胺于杂交缓冲液中以降低杂交体的 Tm值. XG32探针的 Tm值是 70� , 按照这个计算标准,如果杂交温度

选择 46� ,添加甲酰胺的浓度为 33�3%. 而且,由于甲酰胺具有一定毒性,所以其浓度也不宜过高. 试验结

果表明, 杂交缓冲液中甲酰胺浓度为 35%时,杂交效果最佳, 菌体荧光强烈,与较弱的背景荧光可以明显

地区分.

杂交严格度还可以由改变杂交缓冲液中盐类浓度来调整.在高盐类浓度的条件下, 错误配对的杂交体

会比在低盐类浓度下稳定,严格度亦低
[ 22]

.也就是说,杂交缓冲液中盐类应该选择较低的浓度, 以使错误

配对的杂交体尽可能少,提高杂交的严格度. 细菌通用探针 EUB338杂交时,杂交缓冲液中 N aC l浓度为

0�9 m ol /L,因此,以 0�9m o l/L为基准,选择了 6种 NaC l浓度进行优化试验.试验结果表明, 杂交缓冲液中

NaC l的最佳浓度为 1�2 m ol /L.该浓度条件下, 错配的碱基数目少或者说错配碱基不稳定, 导致背景荧光

较弱,而且菌体荧光较强,使杂交信号最为清晰.

杂交后需要用清洗缓冲液对样本进行洗涤, 其目的是为了洗去未杂交和错误配对的探针
[ 19]

. RNA探

针杂交时产生的背景染色特别高, 但能通过杂交后的洗涤降低背景染色并获得较好的反差效果.因甲酰胺

具有毒性,不宜大量使用,相较于杂交过程, 清洗时使用的溶液量较多,故可以用降低清洗液盐类浓度的方

式取代甲酰胺的添加,减弱非特异性杂交体的形成,提高杂交的特异性,以维持其严格度
[ 23 ]

.因此, 理论上

清洗缓冲液中盐浓度应该尽量低, 以通过清洗去除不必要的背景荧光, 提高目标菌体的荧光. XG32探针

清洗缓冲液中 N aC l浓度为 0�02 m ol /L时,菌体荧光最强,背景荧光最弱,二者反差最为明显,菌体荧光非

常突出,这与理论也是一致的,因此,该浓度是最优的.
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本试验中选择的 4个优化条件,目的一致,均为降低探针的 Tm值,在较低的杂交温度下维持杂交的高

严格度.从理论上说,在高温、高甲酰胺浓度和低盐类浓度下进行杂交, 在低盐类浓度下进行清洗,会出现

高严格度的结果
[ 11]

.从最佳优化条件的图片对应的数据来分析,试验中确定的 4种最佳的杂交条件与理

论是基本相符的,进一步证明了试验中优化的结果是正确的.

探针的特异性验证中菌株的选择非常重要. 因为设计探针时选用的是 16S rRNA的非严格保守核苷

酸序列,单纯以探针的序列进行比对,只能基本确定该探针是特异的.理论上应该将探针与所有的细菌菌

株全部杂交后,才能验证该探针的特异性.但是在实际的试验中是不可能实施的, 因此选择验证的菌株要

有一定的代表性.在选择验证的菌株中必须包括与该菌株亲缘关系最近种内的菌株及属内的菌株,还要选

择属外的有代表性的标准菌种.另一方面,某些具有自发荧光的微生物也会干扰最终检测结果的精确性.

所以验证菌株的选择还应以该菌株没有自发荧光为准.试验中 XG32菌株的分类地位是 P seudomonas f luo-

rescens biova IV,所以选择与该菌株同种的一株 P seudomonas f luorescens b iova I以及假单胞菌属以及属外的

一些没有自发荧光的菌株进行特异性验证. 由于选择菌株的数量有限,仅能初步证明文中设计的探针具有

一定的特异性.其特异性是否真正准确和该探针在实际应用中的价值还有待于进一步证实和大量的实践

验证.
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� � AH菌在鱼体血液及肝、脾、肾等组织中都存在,病程多呈急性型, 来势猛, 爆发性死亡,这就要求所选

的药物口服后吸收良好且速度快便于药物迅速作用于病变组织
[ 8 ]

.中草药在鱼体内吸收相对较慢, 发挥

作用的效应时间相对化学药物较长.在复方中草药中适量加入化学药物,以快速杀灭致病菌, 同时通过中

草药加强机体的免疫力和对损伤进行修复的作用
[ 9, 10]

,达到标本兼治的效果. 本试验提示化学药物中草药

结合治疗细菌性疾病是一种可行的探索,在水产养殖生产实践中有很好的指导意义.
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